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4α-PDD 4α-Phorbol 12,13-Didecanoate 
5-HT 5-Hydroxytryptamine 
AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
CCK-8 Cholecystokinin-8 
CGRP Calcitonin gene-related peptide 
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate 
CRD Colo-rectal distention 
DAMGO D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin 
DMEM Dulbecco's modified ragle medium 
DMSO  Dimethyl sulfoxide  
DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine  
EC  Enterochromaffin cells 
FLIPR Fluorometric imaging plate reader 
GABA Gamma-aminobutyric acid  
HBSS Hanks' balanced salt solution 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
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HSRRB Health science research resources bank 
IBS   Irritable bowel syndrome 
NO  Nitric oxide 
PAF Platelet-activating factor 
QoL  Quality of life 
S.E.M.  Standard error of mean 
TRPA Transient receptor potential ankyrin 
TRPV Transient receptor potential vanilloid 






秘の罹患率は、北米では人口の 2-27％、400 万人から 5,600 万人程度と推定さ
れている（Drossman et al., 1993; Pare et al., 2001; Longstreth et al. 2006; Wald 
et al., 2007）。日本における有訴者の割合は、2016 年度国民生活基礎調査による
と 2-5%であり、男性よりも女性の方が多い。加齢により有病率は増加し、若年
層では女性が多く、高齢になると男性の比率が上昇する(厚生労働省：平成 28 年
度:国民生活基礎調査, Fig. 1)。便秘患者の QoL を健常人と比較すると、MOS 36-
Item Short Form Health Survey (SF-36)や Psychological General Well Being 
Index (PGWBI)において有意に低く、QoL の低下は腹部症状のスコアである
Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS)もしくは身体活動度との相関が
報告されている（Wald et al., 2007; Glia et al., 1997）。さらに便秘患者において





ることが報告されている（Heymen et al., 1993）。また、腹部膨満感を有する患
者の身体化症状を Somatic Symptom Checklist で評価したところ、身体化のスコ
アが健常人よりも高いことも報告されている（Jian et al., 2008）。便秘患者では、
パーキンソン病および多発性硬化症の神経疾患の罹患率が高く、うつ病および













び便秘型 IBS は、慢性の器質的な変化を伴わない機能性便秘である（Cash et al., 
2007）。消化器疾患の国際的なガイドラインである RomeⅢによると、機能性慢
















直腸が攣縮していることが示唆されている（Hasler et al., 2009）。 
便秘の治療には薬剤治療以外に生活改善も実施される。改善ポイントは大き
く分けて、食事面、生活様式および運動面の 3 つの改善に分けられる。食事面の







































Fig. 1 The prevalence of constipation in Japan (data from National Life Basic 




























































To include two or more of the following and present for the past three months, 
with symptoms starting for at least 6 months prior to diagnosis 
1, There are two or more symptoms out of A) to F) 
A) Straining during defecation for at least 25% of bowel movements 
B) Lumpy or hard stools in at least 25% of defecations 
C) Sensation of incomplete evacuation for at least 25% of defecations 
D) Sensation of anorectal obstruction/blockage for at least 25% of  
defecations 
E) Manual maneuvers to facilitate at least 25% of defecations 
F) Fewer than 3 defecations per week 
2, Loose stools are rarely present without the use of laxatives 
3, There are insufficient criteria for irritable bowel syndrome 





There are symptoms more than 6 months ago. There are abdominal pain or 
abdominal discomfort more than once per week in the last 3 months. And it 
satisfies two or more of the following items 
1. Improvement with defecation 
2. Onset associated with a change in stool frequency 
3. Onset associated with a change in stool form (appearance) 
4. Hard or lumpy stools at least 25% of the time, and loose or watery stools less  
than 25% of the time. 





Fig. 3 Overlap between functional constipation and constipation dominant 














































そこで消化管蠕動運動の評価は、Jacoby らおよび Schotteck らによる結腸に




Yamada および Okada により、α2 アドレナリン受容体作動薬である clonidine
および µ オピオイド受容体作動薬である loperamide により消化管運動が遅延す
ることが報告されており（Yamada and Onoda, 1993)、薬剤性に輸送能を遅延さ
せることで評価系の構築を検討した。Clonidine は摘出腸管を弛緩させる作用が
あり（Chahl, 1985; Coupar and Kirby, 1972）、loperamide は消化管の攣縮性収
縮を惹起することが報告されている（Sohji et al., 1978)。しかし、これまでに両
薬剤の in vivo における特性の違いを詳細に検討した報告はない。 
本研究では、αアドレナリン受容体拮抗薬(yohimbine)、µ オピオイド受容体
拮抗薬(naloxone)に加えて、ムスカリン受容体拮抗薬である atropine および臨
床で慢性便秘および便秘型 IBS の治療薬として用いられている 5-HT4 受容体作
動薬である tegaserod を用いて clonidine および loperamide による結腸輸送能に
対する作用を検討した。さらに mustard oil の主成分である ally isothiocyanate を
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評価した。Ally isothiocyanate は TRPA1 受容体の活性化作用をもつことが報告
されている。そこで TRPA1 受容体が消化管内でも特に消化管上皮クロム親和性
細胞（EC 細胞）に特に発現量が高く、in vitro 評価において TRPA1 活性化によ
り EC 細胞から 5-HT の放出することおよび摘出組織を用いた検討により消化
管運動に関与する可能性を報告した（Nozawa et al., 2009）。この結果から私は







Loperamide hydrochloride (以下 loperamide)、 clonidine hydrochloride (以下 
clonidine)、naloxone hydrochloride (以下 naloxone)、 yohimbine hydrochloride 
(以下 yohimbine) および atropine sulfate salt monohydrate (以下 atropine)は
Sigma Aldrich 社（St. Louis, MO, USA）から購入した。Ally isothiocyanate は和
光純薬工業（東京 , 日本）から購入した。Tegaserod hydrochloride (以下 
tegaserod)はアステラス製薬にて合成した。 
Loperamide は 1 % Tween 80 を含んだ生理食塩水に溶解し、clonidine は生理
食塩水に溶解した。Naloxone および atropine は蒸留水に溶解した。Tegaserod
は 0.5 % methylcellulose 溶液で懸濁させた。Ally isothiocyanate は 10 % DMSO
および 10 % Cremophor を含んだ蒸留水に溶解した。 
 
方法 






ーズを肛門から 2 cm の位置まで、先端にシリコンがついた棒で挿入した。挿入
後マウスを測定ケージに戻し、麻酔から覚醒してからビーズが排出されるまで




Loperamide と clonidine はビーズ挿入の 30 分前に皮下投与した。Yohimbine、 
naloxone および atropine はビーズ挿入 60 分前に経口投与し、 tegaserod およ
び ally isothiocyanate はそれぞれビーズ挿入の 90 分および 3 分前に経口投与し









差検定は Unpaired Student’s t-test を用い、3 群以上の群間検定には Dunnett’s 
multiple range test を用いた。すべての検定において有意水準は p < 0.05 の場合
に有意差ありと判定した。ビーズ排出の改善率は、溶媒投与群の平均排出時間を





















Loperamide 0.3 mg/kg sc  
Clonidine 10g/kg sc injection 
Insertion of a glass bead 
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Table 3. List of administration dose and timing of drug 
Drug mechanism Dose Time  
(Before beads 
insersion) 
Clonidine α2 adrenergic receptor  
agonist 
1, 3, 10, 30 
µg/kg sc 
30 min 
Loperamide µ opioid receptor 
agonist 
0.03, 0.1, 0.3, 1 
mg/kg sc  
30 min 
Yohimbine α2 adrenergic receptor  
antagonist 
0.1, 0.3, 1, 3 
mg/kg po 
60 min 
Naloxone µ opioid receptor 
antagonist 
1, 3, 10 mg/kg 
po 
60 min 
Tegaserod 5-HT4 receptor  
agonist 
0.1, 0.3, 1, 3 
mg/kg po 
90 min 
Atropine Muscarinic receptor 
antagonist 













Table 4. Structure of evaluated drugs 















た(Fig. 5A)。Clonidine 10 µg/kg 投与により、正常群と比較しておよそ 3 倍のビ
ーズ排出時間の遅延が認められた。また clonidine 30 µg/kg 投与群では、正常群
と比較しておよそ 6 倍のビーズ排出時間の遅延が認められた。薬剤評価におい
ては、遅延作用の惹起が強すぎると評価化合物の薬効が検出しにくくなる懸念
もあるため、有意かつ正常群との S/N が十分に確保可能な 10 µg/kg を惹起用量
として採用することにした。Clonidine 10 µg/kg によるビーズ排出遅延作用は、
yohimbine を事前に経口投与することにより用量依存的な拮抗作用がみとめら
れ、yohimbine 1 mg/kg 投与群で優位なビーズ排出時間遅延の改善作用が認めら
れ、さらに yohimbine ３ mg/kg 投与により完全に遅延は改善された(Fig. 5B)。 
同様に loperamide の皮下投与でも用量依存的なビーズ排出時間の遅延が認め
られた(Fig. 6A)。Loperamide 0.3 mg/kg 投与により、正常群と比較しておよそ
3 倍のビーズ排出時間の遅延が認められた。用量を loperamide 1 mg/kg にする
とおよそ 4 倍のビーズ排出時間遅延作用が認められた。Clonidine 投与時と同じ
排出遅延条件とするために、0.3 mg/kg の用量を採用した。Loperamide 0.3 
mg/kg 投与によるビーズ排出時間遅延は、naloxone をビーズ挿入 60 分前に経
口投与することにより用量依存的な拮抗がみとめられ、naloxone 3 mg/kg 投与
により有意な改善作用が認められ、naloxone 10 mg/kg 投与により完全に遅延は
改善された(Fig. 6B)。 
5-HT4 受容体アゴニストである tegaserod をビーズ挿入 90 分前に経口投与
することにより、clonidine によるビーズ排出時間遅延の改善が認められた（Fig. 




は同様に loperamide によるビーズ排出時間遅延を改善した（Fig. 7B）。Tegaserod 
1 mg/kg 投与時に最大薬効（81 %）が認められたが、3 mg/㎏投与時には有意で
はあったが、薬効の減弱が認められた。 
ムスカリン受容体阻害薬である atropine は投与用量範囲（3 – 300 µg/kg）に
おいては、clonidine によるビーズ排出時間遅延に対する改善作用はみとめられ
なかった（Fig. 8A）。一方、atropine 30 µg/㎏は loperamide によるビーズ排出時
間遅延を優位に改善し、改善率は 70 %であった。しかし高用量において改善作
用は消失した（Fig. 8B）。 
TRPA1 受容体アゴニストである ally isothiocyanate は loperamide 誘発のビー
ズ排出時間遅延に対して用量依存的な改善作用を示し、1 mg/kg po にて有意差
を示し、3 mg/kg po においても作用の減弱は認められず、正常群と同定の排出
時間まで改善を示した（改善率 102％, Fig. 9A）。一方、clonidine 誘発のビーズ
排出遅延時間遅延に対しては、有意差はしめさないが 1 mg/kg po で改善傾向を





Fig. 5 Effects of clonidine on colonic propulsion in mice.  
Dose-dependent delay of colonic propulsion induced by clonidine (A).  
All values are presented as the means ± S.E.M. (n =6 or 10). ++ p<0.01 
compared with the control group (Dunnett's test); ### p<0.01 compared with the 





Fig. 6 Effects of loperamide on colonic propulsion in mice.  
All values are presented as the means ± S.E.M. (n =6 or 10). ++ p<0.01 
compared with the control group (Dunnett's test); ### p<0.01 compared with the 





Fig. 7 Effects of tegaserod on the clonidine- and loperamide-induced delay of 
colonic propulsion in mice.  
All values are presented as the means ±  S.E.M. (n = 10). ### p<0.001 
compared with the control group (Student's t-test); * p<0.05, ** p<0.01 compared 
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Fig. 8 Effects of atropine on the clonidine- and loperamide-induced delay of 
colonic propulsion in mice.  
All values are presented as the means ±  S.E.M. (n = 10). ### p<0.01 
compared with the control group (Student's t-test); * p<0.05 compared with the 
vehicle group (Dunnett's test). 
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Fig. 9 Effects of ally isothiocyanate on the clonidine- and loperamide-induced 
delay of colonic propulsion in mice.  
All values are presented as the means ±  S.E.M. (n = 10). ### p<0.01 
compared with the control group (Student's t-test); * p<0.05, ** p<0.01 compared 
with the vehicle group (Dunnett's test). 
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IBS に大きく大別される（Cash et al., 2007）。今回の研究では、マウスを用いて




（Doherty and Hancock, 1983; Thollander et al., 1989; Hallerback et al., 1987）。
さらに clonidine は臨床においても便秘を起こすことが報告されている（Bostock, 
1975; Ferder et al., 1987; Gonzales-Gomez et al., 1983）。本研究で clonidine は
用量依存的に腸管輸送能を遅延させ、その遅延効果は yohimbine により拮抗さ




ることが報告されている（Sohji et al., 1978, Fioramonti et al., 1987）。本研究で
は loperamide も用量依存的に腸管輸送能を遅延させ、その遅延効果は naloxone
により拮抗された。この結果は loperamide が確かに µ opioid 受容体を介して腸
管輸送能を遅延していることを示している。 
さらに本研究では、両モデルの臨床妥当性および痙攣性および弛緩性という
特性の違いを検証する目的で、tegaserod および atropine の評価を行った。
Tegaserod は 5-HT4 受容体作動薬であり、腸管神経叢にある神経終末からアセ
チルコリンおよび GCRP を放出することにより腸管蠕動運動を促進することが




攣性便秘の両方に有効性を示すことが報告されている（Appel et al., 1997, Jin et 
al., 1999, Scott and Perry, 1999）。そのため、tegaserod の両モデルにおける有効
性の検証は、病態モデルの臨床妥当性を検証するために有用と考える。 
一方、atropine は in vivo および in vitro において消化管収縮を阻害し、消化
管運動を抑制する（Bush et al., 2000, de Ponti et al., 1993）。臨床においても、
抗コリン製剤は痙攣性便秘に対して改善作用を示すことが報告されている
（Dobrilla et al., 1990, Passaretti et al., 1989）が、抗コリン剤の主な副作用とし
て便秘も報告されている(Lampela, 2015)。これらのことから atropine の評価は
両モデルにおけるビーズ排出時間遅延作用が痙攣性であるか、弛緩性であるか
を明らかにするために有効な手段であると考えられる。 
本研究結果においても、tegaserod は loperamide 誘発および clonidine 誘発ビ
ーズ排出時間遅延に対して有意な改善作用を示した。 一方、atropine は
loperamide 誘発ビーズ輸送能遅延モデルにおいてのみ有意な改善作用を示した。






て作用が減弱することが報告されている（Appel et al., 1997, Jin et al., 1999,  
Scott and Perry, 1999）。高用量において tegaserod の作用が減弱する理由は、
CGRP、 substance P および VIP の放出活性が減少することによるものと推測




に関与することが報告されている（Bautista et al., 2006, Kwan et al., 2006, Nagata 
et al., 2005）。これまでに TRPA1 受容体活性化作用がある mustard oil の主成分
である allyl isothiocyanate がマウスの摘出腸管と同様にモルモット摘出腸管に
おいて収縮作用を示すことを明らかにした（Penuelas et al., 2007; Nozawa et al., 
2009）。このため、私は構築した両モデルにおける allyl isothiocyanate の作用を
検証した。その結果、allyl isothiocyanate は loperamide 誘発および clonidine 誘
発どちらのビーズ輸送能遅延に対しても優位な改善作用を示した。さらに
tegaserod とは異なり高用量において作用の減弱は認められなかった。これは in 
vivo における allyl isothiocyanate の腸管輸送能に対する初めての知見である。 
これまでに TRPA1 は活性化すると、EC 細胞から 5-HT を放出すること、ま
た摘出組織を用いた検討において、TRPA1 による消化管運動促進作用は、少な
くとも部分的には内在性 5-HT の放出を介していることを報告してきた
（Nozawa et al., 2009）。In vitro 実験において allyl isothiocyanate の 5-HT 放出
活性は減弱しないことは、本研究において allyl isothiocyanate が tegaserod とは
異なり高用量においても薬効が減弱しなかった理由と推測される。 
本研究において、私は loperamide と clonidine を用いた 2 つの薬剤性便秘モ























TRPA1 受容体は TRP ファミリーの一つである。TRP 受容体はショウジョウ
バエの光受容に異常をきたす原因遺伝子として同定されたのをきっかけに、ホ
モログが多数同定され、スーパーファミリーが形成している（Clapham et al., 
2001; Moran et al., 2004）。TRP 受容体は 7 つのサブファミリーに分かれてい
る。基本的構造は、6 回膜貫通ドメインとポア形成ドメインからなるサブユニッ




allyl isothiocyanate、allicin および cinnamaldehyde のような刺激性物質に対して
も反応する。発現は、感覚神経と EC 細胞にあり、非選択的要因チャネルである
ため、末梢神経において刺激性の反応を惹起することで痛みの伝達に関与する
ことが多く報告されている(Bandell et al. 2004; Bautista et al. 2005; Jordt et al., 
2004) 。 
Penuelas により TRPA1 受容体が消化管に発現していることが報告されてい
るが（Penuelas, 2007）、これまでに消化管内でも特に EC 細胞に特に発現量が
高く、TRPA1 活性化により EC 細胞から 5-HT の放出を介して、消化管運動に
関与する可能性を報告されている（Nozawa et al., 2009）。 
便秘型 IBS の患者は、食後に腹痛、腹部膨満感や悪心といった症状を呈する
頻度が高いことが報告されている（Dunlop et al., 2005）。一般的に食後には消化
管の運動が亢進されるため、食後の血中 5-HT 濃度の上昇が認められるが、便秘
型 IBS 患者では食後の血中 5-HT 濃度の上昇が健常人と比較して低いことが報
告されている(Atkinson et al., 2006)。また、前臨床および臨床において、5-HT3
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受容体アゴニストや 5-HT4 受容体アゴニストが慢性便秘および便秘型 IBS に対
して改善作用を示すことも報告されている(Appel et al., 1997; Jin et al., 1999; 
Scott and Perry, 1999; Imanishi et al., 2003; Moore et al., 2013)。以上のことか
ら、便秘型 IBS 患者においては、5-HT の産生もしくは放出の低下が疾患の原因
の一つであると考えられる。 




ゴニストの取得を目指して high throughput screening を実施し、取得したイン
ドール母核の化合物を最適化合成することにより ASP7663 ((E)-[7-fluoro-1-(2-
methylpropyl)-2-oxo-1,2-dihydro-3H-indol-3-ylidene]acetic acid) を 見 出 し た


















TRPV1 43℃＜ Sensory neuron, Brain 
Capsaicin, Acid, Camphor, 
Lipid 2-APB, NO, Vanilotoxin, 
Resiniferatoxin 
TRPV2 52℃< 
Sensory neuron, Brain, 
Spinal cord, Lung liver, 
Spleen, Colon Bladder 
epithelium, Muscle, 
Immune cells 
Growth factor, Thymol, 
Menthol, Eugenol, Camphor, 
Carvacrol, Unsaturated fatty 
acid 
TRPV3 32-39℃ 
Skin, Sensory neuron, 
Brain, Spinal cord, 
Stomach, Colon 
Low osmotic stimulation, GSK 
1016790, Lipid, Mechanical 
stimulation, 4α-PDD 
TRPV4 27-35℃ 
Skin, Brain, Bladder 
epithelium, Kidney, 
Lung, Inner ear, 
Vascular endothelial 
Calcium 
TRPM4 Warm Heart, Liver Calcium 
TRPM5 Warm Taste cells, Spleen  
TRPM2 36℃< 
Brain, Spleen, Immune 
cells 





Menthol, Icilin, Membrane 
phospholipid 
TRPA1 17℃< 
Sensory neuron, EC 
cells 
Allyl isothiocyanate, Allicin, 
Cinnamaldehyde, Mechanical 
stimulation, 2-APB, Carvacrol, 
Calcium intracellular 











In vitro 評価 
細胞内 Ca2+濃度測定 
ヒト、ラットおよびマウス TRPA1 受容体に対する ASP7663 のアゴニスト活
性を評価した。ヒト、ラットおよびマウスの TRPA1 受容体を強制発現させた
HEK293 細胞は Doihara らの報告で構築した細胞を用いた（Doihara et al., 
2009c）。ヒト、ラットおよびマウスの TRPA1 受容体発現 HEK293 細胞を Poly-
D-lysine コートした黒色クリアボトムの 96 well plate にそれぞれ 16,000 
cells/well, 20,000 cells/well および 20,000 cells/well で播種した。培養液は 10% 
FBS および 1% penicililin / streptomycin を含んだ DMEM を用いた。播種した
細胞は 37℃にて一晩培養した。実験当日は、溶液を 20 mmol/L HEPES (pH 7.4) 
および 0.02％ CHAPS を含んだ HBSS (HBSS-HEPES-CHAPS 溶液)に Ca2+蛍
光指示薬である 2 µmol/L  Fluo-4 を添加した溶液に入れ替え 2 時間静置した。
80 µL の HBSS-HEPES-CHAPS 溶液で 2 回洗浄し評価に用いた。ASP7663 と
HC-030010 は DMSO に溶解したのち、HBSS-HEPES-CHAPS 溶液に DMSO
の最終濃度が 0.1%になるように調整し、添加した。 






HSRRB から取得した QGP-1 を用いた（JCRB0183）。24  well plate に 3×
105  cells/well で播種し、3 日間培養した。培養液は 10% FBS と 1% penicililin 
/ streptomycin を含んだ DMEM を用いた。0.5%  FBS と 2 µmol/L fluoxetine
を含んだ HBSS で 3 回洗浄した。ASP7663 を所定の濃度含んだ HBSS-FBS-
fluoxine 溶液に溶液を置換し、37℃で 60 分間培養した。浮遊した細胞を除くた
めに 3,000 rpm で 5 分間遠心したのち、上清を回収した。上清は測定までの間-
80℃で凍結保存した。5-HT は Serotonin EIA Kit (IM-1749, Immunotech 社)を
用いて、プロトコル記載の測定方法で行った。405 nm の吸光度は SpectraMax 
(Molecular Devices 社)を用いて、Spectra Max（Molecular Devices 社製)で測定
した。 
 








の三分前に経口投与ないしは静脈投与した。経口投与時に ASP7663 は 10% 
dimethylformamide と 10% Tween 80 を含んだ蒸留水に溶解した。静脈内投与
時には、5% dimethylformamide と 5% cremophore を含んだ生理的塩類溶液に
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溶解した。 TRPA1 受容体阻害剤である HC-030010 による拮抗実験では、HC-
030010 をビーズ挿入の 45 分前に経口投与し、ASP7663 を 30 分前に経口投与
した。HC-03010 は 0.5% MC 溶液に懸濁し、経口投与した。 
迷走神経切断方法は、Ghia らの方法を参考に修正を加えて実施した（Ghia et 
al., 2006）。ddY マウスに 50 mg/kg sodium pentobarbital を腹腔内投与し麻酔し
た。腹部を正中切開し、横隔膜下の腹側および背側の迷走神経分枝を切除した。
マウスは個別飼育にて 1 週間の回復期間をおいてから実験に使用した。 
 
結腸拡張誘発腹痛評価モデル 
腹痛に対する作用を検証するために Fioramonti らの方法を修正した CRD 誘
発の痛みモデルの評価を行った(Fioramonti et al., 2003)。雄性 Wistar rat を日本




った。バルーンには機械制御された Barostat である DISTENDER SERIES Ⅲ
(G&J Electronics 社)を用いて、15～60 mmHg の圧を 15 mmHg ごとにかけた。
バルーンに圧をかける時間は 5 分間とし、各圧刺激の間に 5 分間のインターバ
ルを設けた。バルーンに圧をかけている間のラットの腹痛反応の回数を数えた



















Fig. 12 The method of CRD model. 
  
Counting the number of abdominal contractions 
30 min 
Insertion of the balloon 





雄性 ICR マウス (4-5 週齢)を日本 SLC より購入し、使用した。動物は 12 時
間の明暗周期、温度および湿度が管理された飼育室にて、実験前日まで自由摂食
および自由飲水条件下で飼育した。 
実験当日、測定ケージ 30 分以上馴化した。ASP7663 は酢酸投与 30 分前に経
口投与した。0.6% 酢酸溶液は作成し、10 mL/kg を腹腔内投与した。酢酸投与




ASP7663 と HC-030010 はアステラス製薬にて合成した。 Loperamide 
hydrochloride および clonidine hydrochloride は Sigma Aldrich から購入した。 
Ca2+ assay および 5-HT assay では、ASP7663 および HC-030010 は 10 mmol/L 




TRPA1 受容体アゴニスト作用および 5-HT 放出活性の EC50 値は、Sigmoid-
Emax 非線形回帰分析により算出した。各試験は n＝3 例の独立した 4 試行の幾何
平均および 95%信頼区間を求めた。 
動物実験においては、すべての結果は平均±標準誤差で記載した。有意差検
定に関しては、2 群間比較の場合には、unpaired Student's t-test を行い、3 群以









ヒト、ラットおよびマウスの TRPA1 受容体を強制発現させた HEK293 細胞
において、ASP7663 は同じような濃度依存性をもって細胞内 Ca2+濃度を増加さ
せた。それぞれの強制発現細胞における EC50 値(95%信頼区間)は、ヒト、ラッ
ト、マウス TRPA1 受容体の順に 0.51 (0.40 - 0.66)、0.54 （0.41 - 0.72）および
0.50（0.41 - 0.63） µmol/L であった（Fig. 12）。それぞれの強制発現細胞にお
いて、ASP7663 10 µmol/L による細胞内 Ca2+濃度上昇作用は、TRPA1 受容体
阻害剤である HC-030031 により抑制された。 
ヒト膵臓由来の細胞である QGP-1 細胞を用いた 5-HT 放出作用の検討にお
いて、ASP7663 は濃度依存的に 5-HT 放出を促進した。EC50 値(95%信頼区間)
は、72.5  (52.6 - 99.9) µmol/L であった(Fig. 13)。 
第一章で構築した 2 つの便秘モデルにおける ASP7663 の作用を評価した。
Clonidine 0.01 mg/kg および loperamide 0.3 mg/kg 皮下投与による有意なビー
ズ排出時間遅延に対して、ASP7663 を経口投与すると、loperamide による輸送
能遅延に対しては、0.3 および 1 mg/kg において有意な改善作用を示した（Fig. 
14A）。ASP7663 は同様に clonidine による輸送能遅延作用に対しても 1 および
3 mg/kg において有意な改善作用を示した(Fig. 14B)。ASP7663 は経口投与では
有意な改善作用を示した。一方、尾静脈投与ではビーズ排出遅延改善作用を示さ
なかった（Fig. 15A）。また、ASPSP7663 経口投与によるビーズ排出能遅延改善
作用は迷走神経を切除したマウス（Fig. 15B）および HC-030031 100 mg/kg を
事前に経口投与すると消失した（Fig. 15C）。 





増加した。ASP7663 1 mg/kg において、腹痛刺激に対する反応回数の減少傾向
が認められて、3 mg/kg において、30、45 および 60 mmHg の圧刺激に対する
腹痛反応の有意な減少が認められた(Fig. 16A)。CRD モデルにおいては、
ASP7663 は尾静脈投与でも腹痛反応を抑制した(Fig. 16B)。 
酢酸誘発痛みモデルの評価において、酢酸投与により有意な腹痛反応の増加
が認められた。これに対して ASP7663 は有意な抑制作用を示した(Fig. 17)。 
ASP7663 の選択性評価として、60 種類の受容体および TPRV1 に対する作用




Fig. 13 Activating effects of ASP7663 on human, rat, and mouse TRPA1.  
ASP7663 increases the intracellular Ca2+ concentration in HEK293 cells 
expressing human, rat and mouse TRPA1. HC-030031 (10 µmol/L) effects on 
ASP7663 (10 µmol/L) induced an increase in levels of intracellular Ca2+. Data are 




Fig. 14 Effects of ASP7663 on 5-HT released from human QGP-1 Cells.   
ASP7663 releases 5-HT from QGP-1 cells in a concentration-dependent 





























Fig. 15 Effects of orally administered ASP7663 in loperamide- and clonidine-
induced constipation models in mice. 
 ASP7663 improves delays in colonic propulsion induced by loperamide (A) 
and by clonidine (B). All values are represented as mean ± S.E.M (n = 10). # 
p<0.05 compared with the control group (Student’s t-test); * p<0.05 compared 




Fig. 16 Effects of ASP7663 in the loperamide-induced constipation model in 
mice. 
Effects of intravenous administration of ASP7663 (A) and effects of oral 
administration of ASP7663 in vagotomized mice (B). Effects of oral 
administration of ASP7663 is diminished in HC-030031-pretreated mice (C). All 
values are presented as the mean ± S.E.M (n = 5 or 6). # p<0.05 compared with 




Fig. 17 Inhibitory effects of ASP7663 on colorectal distension in rat.  
ASP7663 decreased the number of abdominal contractions induced by 
increasing the pressure of colorectal distension. All values are presented as the 
mean ± S.E.M (n = 6 or 8). *  p<0.0178 compared with the vehicle group 





Fig. 18 Effect of ASP7663 on acetic acid-induced writhing behavior in mice.  
Number of writhing was counted. All values are presented as the mean ± S.E.M 
(n = 10). ## p<0.01 compared with the control group (Student’s t-test); ** 




Fig. 19 Effect of ASP7663 on human TRPV1.  
The effect of ASP7663 in HEK293 cells expressing human TRPV1 (A). The 
same experiment data were summarized to evaluate agonist activity (B) and 
antagonist activity (C). ASP7663 (10 µmol/L) did neither increase intracellular 
Ca2+ nor inhibit the effect of capsaicin. Data are expressed as mean values ± 




Table 6. Inhibition effect of ASP7663 on radioligand binding to various 






Adenosine A1 (Rat) 0.90  99.42  (DPCPX) 
α1-Adrenergic (Non-selective) (Rat) 0.00  100.00  (Prazosin) 
α2-Adrenergic (Non-selective) (Rat) 0.34  100.00  (Yohimbine) 
β-Adrenergic (Non-selective) (Rat) 4.50  99.80  (Propranolol) 
Angiotensin AT1 (Human) 17.61  99.76  (Angiotensin II) 
Angiotensin AT2 (Mouse) 0.00  99.04  (Angiotensin II) 
Bradykinin B2 (Human) 0.73  98.66  (HOE140) 
Ca channel (Type L, Dihydropyridine) 
(Rat) 
1.16  99.35  (Nitrendipine) 
Ca channel (Type N) (Rat) 0.00  97.80  (ω-Conotoxin) 
Cannabinoid CB1 (Human) 0.00  100.00  (WIN55212-2) 
Cannabinoid CB2 (Human) 16.45  100.00  (WIN55212-2) 
CCK A (Human) 16.00  99.58  (CCK-8 sulfated) 
CCK B (Human) 0.00  100.00  (CCK-8 sulfated) 
CRF1 (Human) 0.00  100.00  (Human Urocortin) 
Dopamine D1 (Rat) 5.82  99.48  (SCH23390) 
Dopamine D2 short (Human) 0.50  99.36  ((+)-Butaclamol) 
Dopamine transporter (Human) 0.00  100.00  (GBR12909) 
Estrogen (Rat) 42.43  99.19  (β-Estradiol) 
Endothelin ETA (Human) 1.82  98.28  (Endothelin) 
Endothelin ETB (Human) 7.30  97.87  (Endothelin) 
GABA A (Agonist site) (Rat) 1.31  100.00  (Muscimol) 
GABA A (BZ central) (Rat) 0.42  100.00  (Diazepam) 
GABA B (Rat) 0.00  87.14  (GABA) 
Glutamate (AMPA) (Rat) 1.65  95.30  (AMPA) 
Glutamate (Kainate) (Rat) 1.51  97.91  (Kainic acid) 
Glutamate (NMDA agonist site) (Rat) 1.32  96.01  (Glutamic acid) 
Glutamate (NMDA glycine site) (Rat) 0.00  94.08  (MDL105519) 
Glycine (Strychnine sensitive) (Rat) 3.18  97.36  (Strychnine) 
Histamine H1 (Central) (Guinea pig) 9.00  100.00  (Pyrilamine) 
Histamine H2 (Rat) 6.01  94.95  (Cimetidine) 
Histamine H3 (Rat) 
0.77  99.76  
(α-Methyl 
histamine) 
K channel KATP (Rat) 0.00  100.00  (Glibenclamide) 




Leukotriene B4 (Guinea pig) 16.93  100.00  (Leukotriene B4) 
Leukotriene D4 (Guinea pig) 0.61  100.00  (Leukotriene D4) 
Melatonin MT1 (Human) 0.88  99.16  (Melatonin) 
Muscarinic (Non-selective) (Rat) 0.91  99.84  (Atropine) 
Muscarinic M1 (Human) 0.00  100.00  (Atropine) 
Muscarinic M2 (Human) 2.02  100.00  (Atropine) 
Na channel Site 2 (Rat) 13.36  100.00  (Dibucaine) 
Neurokinin NK1 (Human) 20.45  100.00  (L-703,606) 
Neurokinin NK2 (Human) 0.20  100.00  (Neurokinin A) 
Neurokinin NK3 (Human) 3.23  98.24  (Senktide) 
Norepinephrine transporter (Human) 8.11  95.36  (Desipramine) 
Nicotinic Ni (Rat) 4.18  100.00  (Nicotine) 
Opiate (Non-selective) (Rat) 23.93  98.62  (Naloxone) 
Opiate µ (Human) 4.83  100.00  (DAMGO) 
Oxytocin (Rat) 5.36  99.40  (Oxytocin) 
PAF (Rabbit) 0.04  100.00  (PAF) 
Serotonin 5HT1 (Non-selective) (Rat) 3.92  100.00  (Serotonin) 
Serotonin 5HT2B (Human) 18.86  100.00  (Serotonin) 
Serotonin transporter (Human) 7.47  100.00  (Imipramine) 
Sigma (Non-selective) (Guinea pig) 2.27  99.82  (Haloperidol) 
Testosterone (Human) 55.86  100.00  (Testosterone) 
Vasopressin V1 (Rat) 
2.02  100.00  
([Arg8]-
Vasopressin) 
VIP 1 (Human) 3.36  100.00  (VIP) 
Acetylcholinesterase (Human) 5.47  99.34  (Eserine) 
MAO-A (Rat) 2.69  98.22  (Clorgyline) 
MAO-B (Rat) 6.52  77.68  (Ro 16-6491) 
Data are expressed as the mean values of duplicate samples. Positive substance concentration: 1 µmol/L 
for HOE140, human urocortin and endothelin, leukotriene B4, leukotriene D4 and VIP, or 10 µmol/L for the 
others. 
The inhibition rate was calculated from “100 – binding ratio.” 
Binding ratio: [ (B - N) / (B0 - N) ] × 100 (%) 
 B: Radioactivity or fluorescence intensity in the tube for calculation of inhibition rate (individual value), 
B0: Radioactivity or fluorescence intensity in the tube for calculation of total reaction (mean value), N: 




本研究において、ASP7663 はヒト、ラットおよびマウスの TRPA1 受容体を
強制発現させた HEK293 細胞において濃度依存的に細胞内 Ca2+濃度を増加させ
た。それぞれにおける EC50 値はほぼ同じであることから ASP7663 の活性に種
差はないと考えられる。これまでの検討において、allyl isothiocyanate のアゴニ
スト活性はヒト、マウス、ラット TRPA1 受容体に対する EC50値はそれぞれ 1.23、
4.23、5.08 µmol/L および cinnamaldehyde の EC50 値はそれぞれ 21.1、15.2、
10.2 µmol/L であった（Doihara et al., 2009c）。ASP7663 の EC50 値はそれぞれ
0.51、0.54 および 0.50 µmol/L だったため、ASP7663 は既存の TRPA1 受容体
アゴニストよりも強い親和性を持つことが明らかとなった。 
また、ASP7663 による効果は TRPA1 受容体阻害剤である HC-030010 によ
って阻害されることから、細胞内 Ca2+流入は TRPA1 受容体を介した反応であ
ることが確認できた。Allyl isothiocyanate は TRPV1 を直接活性化する作用も報
告されており、TRPA1 受容体に対する選択性は高くない（Everaerts, 2011; Ohta, 
2007）。一方、ASP7663 の選択性に関しては、60 種の受容体に対する結合親和
性評価および TRPV1 受容体に対する活性評価の結果から、TRPA1 受容体に対
して高い選択性を持つ化合物であると考えられる。 
Takahashi らは、TPRA1 受容体は高酸素濃度および低酸素濃度のいずれにお
いても、TRPA1 受容体が活性化するが、高酸素濃度条件下では TRPA1 の Cys
残基のスルフヒドリル基（-SH）が酸化されてスルフェン基（-SOH）となり、
ジスルフィド結合を形成することで構造が変化し、活性化すること報告してい
る（Takahashi et al., 2011）。 Macpherson らの報告では、allyl isothiocyanate が
N 末端側にあるシステイン残基（Cys619, Cys639, Cys663）と結合することによ
り TRPA1 受容体を活性化する(Macpherson et al., 2007)。一方、Takaya らは
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Cys621 残基に結合する新規 TRPA1 受容体アゴニストを見出した（Takaya et al., 
2015）。以上の報告から TRPA1 受容体の活性化には Cys 残基へ共有結合するこ
とで TRPA1 受容体の構造を変化させて、活性化させていると考えられる。Allyl 
isothiocyanate を含めて TRPA1 受容体アゴニスト作用を持つ化合物の多くは求
電子性化合物である。ASP7663 も同様にインドリノン 3 位もしくはカルボン酸
の隣にある二重結合をもつ求電子性化合物であり、どちらか二重結合を介して
TRPA1 受容体のシステイン残基と共有結合することで TRPA1 受容体の構造を
変化させて活性化する可能性が考えられる。 
これまでに、ヒト膵臓上皮細胞由来の細胞である QGP-1 が TRPA1 受容体と
5-HT 合成酵素であるトリプトファンヒドロキシラーゼを発現しており、
TRPA1 活性化作用をもつ allyl isothiocyanate および cinnamaldehyde 刺激によ
り 5-HT を放出すること（Doihara et al., 2009b）と、その特徴が EC 細胞と類
似していることを明らかとなっている（Nozawa et al., 2009）。これらの知見か
ら QGP-1 細胞が TRPA1 受容体アゴニストによる 5-HT 放出活性を評価するの
に適した細胞であると考えられる。ASP7663 は濃度依存的に QPG-1 細胞から
5-HT を放出させたことから、ASP7663 は生体内においても消化管クロム親和
性細胞から 5-HT を放出させることができるものと推測される。 
生体において 5-HT は、そのほとんどが EC 細胞において合成され、消化管
蠕動運動に重要な役割を担っていると考えられている（Gershon, 2003; Spiller, 
2007）。そのため、私は ASP7663 が EC 細胞からの 5-HT 放出を介して、消化
管蠕動運動に関与する可能性があると考えた。 
前章で構築した 2 つの薬剤誘発性ビーズ排出時間遅延モデルにおいて、









胃の内皮層にも EC 細胞が多く存在しており、EC 細胞から放出された 5-HT
が迷走神経の活性化を介して結腸運動を亢進する胃-結腸反射と呼ばれる生理現




これまでに allyl isothiocyanate によるラット胃排出遅延作用が 5-HT3 受容体
拮抗薬やトリプトファンヒドロキシラーゼ阻害剤により消失することおよび
allyl isothiocyanate がイヌ消化管運動測定において経口投与直後下部消化管の運
動を亢進することが報告されている（Doihara et al., 2009a,b）。これらの結果は、
胃の上皮細胞層には EC 細胞にはある TRPA1 受容体を活性化すると、5-HT の
放出を起こすこと、また TPRA1 受容体アゴニストは経口投与直後に株消化管運
動を亢進することを示している。 
以上の結果から、ASP7663 は胃の EC 細胞にある TRPA1 受容体を活性化す
ることにより、5-HT の放出を介して迷走神経を活性化し、胃-結腸反射により
結腸運動を亢進させることが示唆された。さらに静脈内投与による作用が認め
られないことから、EC 細胞の TRPA1 受容体は管腔側にのみ発現しており、血





Tack et al., 2011）。膨張性下剤は小管内の水分吸収を抑制することで管腔内の便
の水分量を増加させる一方、浸透圧調節剤は消化管からの水分分泌を亢進させ
ることで便性状を柔らかくする（Stephen and Cummings, 1979）。膨張性下剤と
浸透圧調整下剤の両薬剤とも管腔内容物の容積を増加させるため、腹部膨満感
や腹部痙攣を引き起こすことがある。刺激性緩下剤は消化管管腔壁を直接刺激
するため、腹部不快感や腹部痙攣を起こしやすく（Bengtsson and Ohlsson, 2005; 
Whitehead et al., 2011）、便秘型 IBS 患者においては、頻繁に腹痛を引き起こす




用いられるモデルである（Kiso et al., 2001; Liang et al., 2005）。本研究において、





ており（Brierly et al., 2009; Jordt et al., 2004）、TPRA1 活性化作用をもつ allyl 










Cattaruzza らの報告では、allyl isothiocyanate は大腸内に直接投与されている
（Cattaruzza et al., 2010）。そのため、高濃度の allyl isothiocyanate が直腸管腔
壁に暴露されることになる。Allyl isothiocyanate は TRPA1 に対する選択性が低
く、高濃度では TRPV1 受容体の活性化作用もある（Everaerts, 2011; Ohta, 2007）。
また、allyl isothiocyanate は TRPA1 受容体を介さずに TRPV1 受容体の温度感
受性を増強することも報告されている（Alpizar, 2014）。これらの報告から allyl 
isothiocyanate は TRPA1 を介さず、TRPV１受容体の活性化を介して痛みを惹
起する可能性が考えられる。一方、60 種類の受容体および TRPV1 受容体に対
する選択性評価の結果から、ASP7663 は TRPA1 受容体に対する高い選択性を














ある。Kiso らの報告によると、5-HT3 受容体の活性化剤は CRD モデルにおいて
腹痛を抑制させるか、もしくは増悪させる作用はなかった（Kiso et al, 2001）。
一方で、5-HT4 受容体の活性化は CRD モデルにおいて腹痛反応を抑制する
（Liang et al., 2005）。この違いは、前章でも述べたように tegaserod の作用が高
用量において、CGRP、 substance P や VIP の放出活性が消失することにより
減弱するためと考えられる（Grider et al., 1998）。 
もう一つの可能性として TRPA1 受容体自体の脱感作の可能性が考えられる。
TRPA１受容体と同じく TRP ファミリーである TRPV１は末梢求心性神経終末
に発現しており、痛覚伝達に関与すること、さらに活性化剤が TRPV1 受容体の
脱感作により鎮痛作用を示すことが報告されている（Bhave et al., 2002; Vyklicky 
et al., 2008）。臨床においても高濃度 capsaicin を主成分とする Qutenza TM は
鎮痛剤として用いられている（Blair, 2018）。TRPA1 受容体も求心性神経終末に
発現しており、腸管において機械刺激および化学刺激に対して反応することが
報告されている（Brierly et al., 2009; La et al., 2011）。TRPV1 受容体と TRPA1
受容体は同じ求心性神経に共発現しており（Jordt et al., 2004; Kobayashi K. et al 
2005; Nagata et al., 2005）、 TRPA1 受容体の活性化により TRPV1 受容体およ
び TRPA1 受容体の脱感作が起きることが報告されている（Akopian et al., 2007; 
Kistner et al., 2016）。同じ TRPA1 受容体アゴニストである curcumin も TRPA1
受容体の脱感作により鎮痛作用を示すことが報告されている（Leamy et al., 
2011）。そのため、ASP7663 も同様に TRPA1 受容体の脱感作により、TRPA1
もしくは TRPV1 を介した痛覚伝達を抑制することにより、腹痛抑制作用を示し
ている可能性が考えられる。 








ASP7663 を見出した。ASP7663 は胃の EC 細胞にある TRPA1 受容体を活性化
することにより、5-HT を放出すると考えられる。5-HT は迷走神経の活性化し、
胃-結腸反射を介して下部消化管の運動を亢進することにより、clonidine 誘発お
よび loperamide 誘発の 2 つの便秘モデルにおいて有効性を示していると考えら





















新規 TRPA1 受容体アゴニストである ASP7663 を見出し、便秘薬としての可能
性を検討した。 
まず clonidine および loperamide の 2 薬剤により誘発する直腸運動不全を挿
入したビーズの排出時間を指標とすることで定量的に評価できる条件を見出し
た。これまでにも clonidine は消化管を弛緩させることで運動不全を起こすこと
（Chahl, 1985; Coupar and Kirby, 1972）および loperamide が痙攣性に消化管運
動不全を起こすこと報告されていた（Sohji et al., 1978)。しかし両者の特性の違
いを in vivo 評価において詳細に検証した報告はなかった。本研究では、clonidine
および loperamide の 2 薬剤による排出遅延の特性を明らかにするために、
atropine の評価を行い、atropine による改善作用が認められなかったことから、
clonidine は腸管を弛緩させることで運動不全を起こしていること、ならびに


























これまでに TPRA1 受容体が消化管 EC 細胞に多く発現しており、5-HT 放出
を介して消化管運動に関与する可能性を示唆されてきた（Nozawa et al., 2009）。
本研究において、TRPA1 受容体活性化作用を持つ ally isothiocyanate が両モデ
ルで有効性を示すことから、TRPA1 活性化薬が新規の便秘治療薬になる可能性
を示唆した。そして HTS を実施し、修飾合成を行うことにより新規 TRPA1 受
容体アゴニストである ASP7663 を見出した。 
TRPA1 強制発現細胞を用いた検討から、ASP7663 はヒト、マウスおよびラ
ット間では種差のないこと、さらに 60 種類の受容体に対する結合親和性評価結
果と TRPV1 受容体に対する作用評価結果から選択的な TRPA1 受容体アゴニス
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ト で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 ASP7663 は ally isothiocyanate お よ び
cinnamaldehyde など既存の TRPA1 受容体アゴニストと比較すると活性が強く
(Doihara et al., 2009c)、選択性も高いため、公知の TRPA1 受容体アゴニストよ
りも強力かつ高い安全性が期待される。 
QGP1 細胞を用いた検討により、ASP7663 は TRPA1 受容体活性化を介して、
EC 細胞から 5-HT を放出させることを明らかにした。5-HT は消化管運動に重
要な役割を持つ伝達物質であり、ASP7663 が 5-HT 放出を介して消化管運動に
作用することを示唆した。 
ASP7663 は構築した 2 つの薬剤誘発性輸送遅延モデルにおいて有効性を示し
た。投与から薬効発現の速さと、静脈内投与では有効性を示さなかったこと、さ
らに迷走神経を切除したマウスでは有効性が消失したことから、ASP7663 は胃





モデルにおける ASP7663 の作用を検討した。ASP7663 は両モデルにおいて鎮
痛作用を示した。さらに ASP7663 は静脈内投与でも腹痛抑制作用を示すことか
ら消化管運動に対する作用とは機序が異なることが示唆された。TRPA1 受容体
は TRPV1 と相互的に脱感作を起こすことが報告されている（Akopian et al., 
2007; Kistner et al., 2016）。このことから ASP7663 は求心性神経路の TRPA1 受
容体を脱感作することにより腹痛抑制作用を示す可能性が考えられる。 


























Dose 10 µg/kg sc 0.3 mg/kg sc 
Time 30 min prior beads insertion 
Beads evacuation time Approximately 3 times longer than control 
Yohimbine 
(α2 adrenergic antagonist) 
Effective Not tested 
Naloxone 
(µopioid antagonist) 
Not tested Effective 
Tegaserod 
(5-HT4 receptor agonist) 
Effective 
(Weakened at high 
dose) 
Effective 





Not effective Partially effective 
Ally isothiocyanate 
(TRPA1 receptor agonist) 
Effective Effective 
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